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Zusamm enfassunq 

■ * 

■ • 
• ■ 

Aufgereinigtes Polypeptid, dessen Aminosauresequenz im wesentli- 
chen identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO:1 und 

* , * # 

SEQ ID NO:3, wobei das Polypeptid low density lipoproteins (LDL), 
insbesondere.LDL-Cholesterin, bindet und im menschlichen oder 

■ » - 

tierischen Organismus eine fettsenkende Wirkung hat. Die Erfindung 
beinhalfet.die Verwendung des Polypeptides in Kombination mit Ubli- 

• « 

t > 

chen Hilfs- und/oder Tragerstoffen zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels mit fettsenkender Wirkung. 



Humaner monoklonaler Antikorper mit fettsenkender Wirkung 

* « * - 

» ■ 

» 

Die Erfindung betrifft ein aufgereinigtes Polypeptid (SAM-6.10) sowie 

.ft 

dessen Verwendung in Kombination mit Qblichen Hilfs- und/oder 
Tragerstoffen zur Herstellung eines Arzheimittels mit fettsenkender 

■ ■ • 

Wirkung. 

♦ V ■ 

■ • i , 1 , • * ' « » 

Hintergrund der Erfindung 

Bei einem an Oberangebot an Cholesterin (Hyperlipoproteinamie) im 

t m * * < 

Korper kommt es zur Verkalkung (arteriosklerotische Plaque) der 

Innenschichten der GefaSe und zu einer langsam fortschreitenden 

... 

Verhartung und Verdickung der Arterienwande. Im Extremfall droht 
ein Verschluss des GefaSes oder beim Aufbrechen der Plaque, 
Thrombusbildung. Die Arteriosklerose ist mit ihren Folgeerkrarikun- 

i * • ■ 

■ a* ft ■ 

gen (koronare Herzkrankheiten, Herzinfarkt, periphere arterielle Ver- 

■ 

schlusskrankheiten, Schlaganfall) noch imrher die haufigste Todes- 
ursache in der westlichen Welt. Weit uber die Halfte aller fur die me- 
dizinische Betreuung zuryerfugung stehenden fianziellen Mittel wer- 
den schatzungsweise fur die Folgen der Arteriosklerose ausgegieben. 
Urn die Ursachen der Arteriosklerose zu erklarep, wurden verschie- 
dene Theorien entwickelt, wobei die Lipidtheorie die meistbeachtet- 

■ « * 

ste ist. 

■ * < i 

■ - 

* 

Aligemein laSt sich sageh: Je hoher der LDL-Cholesteringehalt im 
Blut, desto hoher das Risiko, an einer GefaBverkalkung beispieiswei- 
se mit der Folge eines Herzinfarktes zu erkranken. Obergewicht und 
Hypercholesterinamie sind mit die wichtigsten Risikofaktoren fOr die 
Entwicklung einer Arteriosklerose. 



Definitionen und Beg riff e 

Fette, wie z. B. Cholesterin, sind weder in Wasser noch in BlutflQs- 

* • * * • 

sigkeit Ibslich. Um sie trbtzdem in einzelne Kbrperregionen transpor- 
tieren zu kbnnen, werden die Fette, sobald sie sich im Blut befinden, 
an bestimmte EiweiBkorper (Proteine) gebunden. Diese Verbindun- 
gen aus.Lipiden (Fetten) und Proteinen (EiweiBen) werden ais Lipo- 
proteine be'zeichnet. 

• ■ . 

Die „Lipoproteine" des Plasmas sind hochmolekulare wasserlosliche 
Komplexe, die aus Lipiden (Cholesterin, Triglyceride, Phospolipide) 

* 

und Apolipoproteinen bestehen. Das cholesterinhaltige Lipoprotein 
LDL-Cholesterin verursacht Arteriosklerose und wird auch das "base 
Cholesterin genannt. > 

* 

, . ■ * 

. - 

• • • * 

B Cholesterin B wird im Korper ubiquitar synthetisiert und ist ein we- 
sentiicher Bestancltei! yon Zellmernbranen und Lipoproteinen. Im 
Gegensatz zu den ebenfalls endogen synthetisierten Triglyceriden 

k 

und Phospholipiden kanh der Sterblring des Cholesterinmblekuls 
hicht mehr abgebaut werden; Cholesterin wird in der Leber zu Gal- 
lensaure umgewandelt Oder unverandert Ober die Galle in den Darm 
ausgeschieden. . 

1 

- * * * 

Im Plasma liegt Cholesterin zu 25-40%, als freies (unverestertes) 

Cholesterin und zu 60-75% mit ungesattigten FettsSuren verestert 

vor. Beide Formen zusammeh werden als Gesamtcholesterin be- 

■ 

zeichnet. Wegen_seiner geringen-Wasserlbslichkeit wird Cholesterin 

im Plasma als Komplex mit Apolipoproteinen transportiert. Im. Blut 

*•.•'. ■ 

werden etwa 70 Prbzent des Gesamt-Cholesterins mit Hilfe von Low- 
Density-Lipoproteinen (LDL) transportiert. 



..Triglyceride" sihd Ester von Glycerin mit drei Fettsaureresten. Ana- 

* 

log zum Cholesterin werden auch die Triglyceride im Plasma auf- 
grund ihrer schweren Loslichkeit an Apolipoproteine gebunden 
transportiert. 

* " * 

„Lipoproteine" werden in der Leber oder im Darm synthetisiert und 

* * 

transportieren im Blut fettlosliche Substanzen wie das Cholesterin. 
Die Einteilung.der Lipoproteine erfolgt nach ihrer Dichte, man unter- 

« " » 

scheidet die funf Dichteklasseh: Chylorhikronen, very low density . 
lipoproteines (VDL), low density lipoproteines (LDL) und high density 
lipoproteines (HDL). Die Chylomikronen, deren physiologische Kon- 
zentration im Nuchternserum im Gegensatz zu jenen der anderen 

♦ 

Lipoproteine sehr gering ist, sind Transportvehikel ftir exogene Gly- 
ceride. Die physiologische Verteilung der anderen Lipoproteine ist 

• * 

wie folgt: VLDL 10 %, LDL 70 % und HDL 20 %. VLDL sind die Vor- 
laufer der LDL und Vehiker fQr den Transport von endogenen Glyce- 
riden. LDL entstehen durch die Hydrolyse der VLDL. LDL und HDL 

« 

sind beides Regulatoren der zellularen Cholesterinhomoostase, wo- 
bei'HDL au'Berdem die Lipolyse (Spaltung von Triglyzeriden in Glyze- 

• ■ 

rin und die freien Fettsauren) regiilieren. LDL haben einen Durch- 
niesser von ca. 20 nm. HDL sind die kleinsten (7-10 nm) und ei'wei'B- 

reichsten Lipoproteinen. 

■ 

• ■ ■ . 

■ m 

■ 

..Apolipoproteine" sind ein Bestandteil der Lipoproteine und umge- 
ben, zusammen mit polaren Lipiden. als eine Art auSere Schale den 

i * 

aus hydrophoben Lipiden aufgebauten Lipoprotein-Kern. Mit Aus- 
nahme von LDL, welches riur Apoprotein B enthalt, weisen die ein- 
zelnen Lipoproteinklassen mehrere strukturell verschiedene Apolipo- 
proteinklassen auf. 

■ 



■ 

Lipoprotein-fransport 

Cholesterin wird hauptsachlich durch die. beiden Lipoproteinklassen 

' ' . • " . ' . 

LDL und HDL transpbrtiert. LDL sind vor ailem zustandig fur den 

1 

Chlosterintransport zu peripheren Zellen, die spezifisehe Rezeptoren 
fur die LDL besitzen. Die HDL ermoglichen. und beschleunigen den 
Abtransport von Cholesterin aus den extrahepatischen Zellen und . 
GefaRwanden und fuhren es der Leber zu. 

■ . » 

■ * • 

Hinsichtiich der Pathogenitat bei Lipidstoffwechselst6rungen lafct sich 
allgemein sagen, dass LDL-Cholesterinerhohungen in Verbindung 
mit HDL-Cholesterinverminderungen die ausgepragteste.Risikoerh.5- 
hung fur Arteriosklerose darstellen. In der Pathogenese spielen LDL, 
deren Partikel wesentlich zur Bildung atherosklerotischer Plaques 
beitragen, upd HDL daher eine gegensatzliche Rolle. Fur die Beur- 
teilung des Infarktrisikos sind die Quotienten aus Gesamtcholeste- 
rin/HDL-Cholesterin und insbesondere LDL-Cholesterin/HDL- 
Cholesterin entscheident. (Auf die schtitzende Wirkung des HDL- 
Cholesterins weisen auch epidemiologische Studien (Framingham- 
Studie) hin.) Die Folgeerkrankungen der Arteriosklerose beinhalten 
neben der koronaren Herzkrankheit und peripheren arteriellen Ver- 
schluSkrankheiten insbesondere Infarkte in Herz und Gehirn 
(Schlaganfall). 

Der „Scavenger-Pathway" ist ein bekanntes Modell zur Erklarung der 
Aufnahme von Partikeln durch Zellen. Die Aufnahme fester Partikel 

. * • ■ . V 

(Gewebstrummfer, Fremdkorper, Bakterien oder LDL-Plaques) in das 
Zellinnere von Phagozyten mit nachfolgendem intrazellularen Abbau 
erfolgt durch Phagozytose. Die zu Phagozytose befahigten Zellen 
werden auch als Fresszellen bezeichnet und besteheri Qberwiegend : 
aus Gewebsmakrophagen sowie aus mobilen Blutmonozyten. 
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si der phagozytose" kommt es nach Anlagemng der Partikel an die 
Zellmembranen der Phagozyten durch Bindung an membranstandige 
Fc- und Komplementrezeptdren zur Aktivierung kohtraktiler Struktu- 

■ * ■ 

* • 

ren innerhalb des Zytoplasmas. Durch lokale Einstulpungen der 
Zellmembranen kommt es zura Einschluss der Partikel in Zytoplas- 
. mavakuolen. 



-< » 



It • 

Die sog. Abraum-(Scayenger-)Phagozyten findet man im 
Lymphknoten in und entlang der zur Medulla (Mark) gehorenden Fa- 

■ 

serstrange. Wahrend der Lymphpassage vom afferenten zum effe- 
renten Ende des Lymphknotens werden partikulare Antigehe durch 
die zur Phagozytose befahigten Zellen entfernt. 

- • . 

■ • 

■ * 

* • 

DarDberhinaus ist bekannt, dass die Adharenz an phagozytierende 
Zellen, wie polymorphkernige Leukozyten und Makrophagen; durch 
die Anhaftung von Immunoglobulirien (Ig) an die Oberflache von 

* * i * • 

Bakterien (und anderen Antigenen) vergrb&ert ist. Es Wird vermutet, 
dass die gesteigerte Adharenz durch Anlagerung des Fc-Anteils des 

■ * 

Immunoglobulins an die Fc-Rezeptoren der Phagozyten bewirkt wird. 
Nach dem „Schmackhaftmachen der Antigene durch Anhaftung von 
(od Bindung von) AntikOrpern" wird der Komplex aus Antigen und 

< , . ' 

Antikorpern von den phagozytie'renden Zellen schneller aufgenom- 
men und verdaut. Die Beschichtung der Antikorperoberflache mit 

■ ■ a 

Immunoglobulinen wird auch als opsonin-bedingte (Fc) Adharenz 
bezeichnet und spielt eine wichtige Rolie bei der Immunabwehr. 



Die an die Oberflache von Bakterienzellen bindenden Antikorper sind 
in der Lage, bestimmte Komponenten der.extrazellularen Flussig- 
keiten zu fixieren. Im Dberbegriff werdeh diese Komponenten als 
„Komplemenf bezeichnet. Tierversuche zeigten, dass die Phago- 
zytose von mit AntikSrpem beschichteten Zellen bei jenen Tieren mit 



Kompiementmangel verzogert 1st. Somit liegt nahe, dass es bei der 
Opsonierung einen Synergism us zwischen Antikorpern und Kom- 
plement gibt. . 



Beschreibung der Erfindung 

\ * * ' 

Die Wirkung der aus dem Stand der Technik bekannten Arzneimittel 
zur Senkung des LDL-Cholesterlns berutit auf der Hemmung des 
SchlOsselenzyms der Cholesterinsynthese (CSE). Als Cholesterin- 
synthesehemmer ist beispielsweise eine unter dem Handelsnamen 
Lipobay vermarktet Substanz bekannt geworden. Die Nebenwirkun- 
gen der CSE-Hemmer allgemein sind erheblich und Schliefien u.a. 
gastrointestinale St6rungen, Schlafst6rungen, Schwindel, Sehsto- 
rungen, allergische Reaktionen und Haarausfall ein. Lediglich im 
Versuchsstadium, und zwar nur bei schwerer familiarer Hyperchole- 
sterinamie, ist ein Ansatz der somatischen Gentherapie, der die 
Obertragung des Gens for den LDL-Rezeptor auf autologe Leberzel- 
len zum Inhalt hat. 

■ 

Ein weitgehend nebenwirkungsfreier Staff, der als Fettsenker wirkt, 
ist bislang nicht auf dem Markt. Insbesondere sind Antik6rper, die 
eine verstarkte. intrazellulare Akkumulation von Lipoproteinen indu- . 
zieren, bislang nicht bekannt. 

• « ■ 

! • ■ 

Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Generierung eines neuen 
Stoffes bzw. Stoffklasse zur Herstellung eines Arzneimittels zur Re- 
duktion des LDL-Cholesterins bei Mensch und Tier mit dem vorteii- 
haften 2iel der Verringerung des Infarktrisikos. 



Zur Losung der Aufgabe wird ein Polypeptid vorgeschlagen, dessen 
Aminosauresequehz im wesentlichen mit den in SEQ ID NO: 1 

• * 

und/oder SEQ ID NO: 3 angegebenen Aminosauresequenzen iden- 

■ . ■ • 

tisch sind und das Polypeptid low density lipoproteins (LDL), insbe- . 
sondere LDL-Cholesterin, bindet. 



Per Kern der Erfindung besteht in der Qberraschend gemachten Be- 

. • - • • 

obachtung, dass ein gereinigtes Polypeptid, dessen Sequenz ganz 

• ■ 

* ■ ■ . 
oder teilweise der leichten (V L ) oder schweren Kette (V H ) eines hu-, 

* - * * 

manen monoklonalen AntikSrpers (SAM-6.10) entspricht, die Sen- 
kung des low density lipoproteins (LDL) bewirkt. Die Entdeckung die- 
ser Eigenschaft, die den Einsatz des Polypeptids in entsprechender 
pharmazeutischer Formulierung als Fettsenker nahelegt, wurde im 
Rahjnen der biochemischen eharakterisierung des Polypeptids ge- 
macht. Vorteilhafterweise ist die Binduhg des erfindungsgemaSen 
Polypeptide oder der Fragmente des Polypeptids an LDL und an 
VLDL, den Vorlaufern der LDL, starker ist als die Bindung an HDL. 
Aufgrund dieser Eigenschaft fuhrt das erfindungsgemade Polypeptid 

zu einem gerihgen Wert fur den Quotienten aus LDL/HDL und mini- 

. • « *• 

miert somit das Infarktrisiko. 



Die spezifische Bindung des Polypeptides an low density lipoproteins 
(LDL), bzw. LDL-Cholesterin wurde experirnentell durch die ELISA- 
Methode nachgewiesen. Im gleichen Experiment konnte aueh ge- . 
zeigt werden, dass die Bindung des erfiridungsgemaBen Stoffes an 
high density lipoproteins (HDL) schwach ist. 

• ■ 

Es liegtlm Rahmen der Erfindung, dass insbesondere komplementS- 
re Carbohydratstrukturen fQr die spezifische Bindung verantwortlich 
sind, d.h. die spezifische Erkennurig der Lipoproteine durch das Po- 
lypeptid oder durch Fragmente des Polypeptids, basiert auf kompli- 



mentaren Carbohydratstrukturen. Die Membrane eukaryotischer 
Zellen haberi gewohnlich einen Kohlenhydratanteil von 2-10 %, der 

* 

von Zuckerresten der Glykolipide lind Glykoproteine gesteHt wird. Die 
Zuckerreste der Membranglykolipide urid Membranglykbproteine sit- 

zen imrner auf der extrazellularen Seite der Membran. DaZucker • 

• « ■ . » * 

* * 

sehr hydrophil sind, dienen die Kohlenhydratgruppen der Glykopro- 
teine. moglicherweise dazu, die Glykoproteine in der Membran auszu- 

richten. Von besonderer Wichtigkeit sind die Kohlenhydrate,\die sehr 

■ . ■ > • 

• vielfaitige Strukturen ausbilden konnen, fur die interzellulare Erken- 
nung. 

■ ■ ' 

■ 

Der erfindungsgema&e Antikorper umfasst die nach der gSngigen 
Nomenklatur zur Beschreibung von AntikSrper bezeichneten Grup- 
pen V L ,V h , Fv, Fc, Fab, Fab 1 , F(ab') 2 . Die genannten Gruppen wer- 
den auch als Fragmente bezeichnet. Es ist durchaus moglich, dass 
ein einzelnes Fragment Ursache fur die fettsenkende Wirkung des 

erfindungsgema&en Poiypeptids ist. In feiner Weiterbildung des erfin- 

■ *- 

dungsgemaSen Stoffes handelt es sich um einen human monoklo- 
nalen Antikorper. 

« * * 

4 - * 

• ■ * 

Als „funktionelles Fragment" im Sinne der Erfindung wird ein Poiy- 
peptid bezeichnet, dass zumindest eine der biologischen Aktivitaten 
besitzt, die auch das gesamte Polypeptid aufweist. Bei Antikorpern 
ist z. B. bekannt, dass fOr die spezifische Bindung nichtalle CDR- 

« * ■ 

Regionen erforderlich sind. D.h. die spezifische Bindung des Antikor- 
pers kann z. B. durch nur eme-CD-Region bewerkstelligt werden, 

■ i 

obwohi insgesamt 3 CD^Regionen vorhanden sind. Die spezifische 
Bindung des AntikOrpers an ein Antigen kann z.B. zur Induktion von 
Apoptose oder zur Inhibition der Zellprolieferation fuhren. Die biologi- 
sche Aktivitat eines funktionellen Fragmentes kann durch verschie- 
dene, dem Fachmanh bekannte Methoden, gemessen werden. Eine 
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Methode zur Messung der Interaktion zwischen Antikorpern und LDL, 
insbesondere LDL-Cholesterin, ist die ELISA-Methocle. 



5 



10 



15 



Die coroplementartity-determining regions (CDRs) der Folypeptidse- 
quenz beinhaltet die Aminosauresequenz, die im wesentlichen iden- 
tisch ist mit der Aminosaurensequenz Ser-Gly-Asp-Lys-Leu-Gly-Asp- 

■ ■ * • _ • 

• ■ * 

Lys-Tyr-Ala-Cys (CDR1), Glh-Asp-Ser-Lys-Arg-Pro-Ser (CDR2) und 
Gln-Ala-TrpAsp-Ser-Ser-lle-Val-Vai (CDR3) der SEQ ID NO 1 der 

■ 

variablen Region der leichten Kette (V L ); siehe auch Figur 2. 



Die complementarity-determining regions (CDRs) der Peptidsequenz 
beinhalten Aminosauresequenzen, die im wesentlichen identisch 
sind mit Ser-Tyr-Ala-Met-His (CDR1), Val-lle-Ser-fyr-Asp-Gly-Ser- 
Asn-Lys-Tyr-Tyr-Ala-Asp-Ser-Val-Lys-Gly (CDR2) und Asp-Arg-Leu- 

* > 

Ala-Val-Ala-Gly-Lys-Thr-Phe-Asp-Tyr (CDR3) der SEQ ID NO 3 der 
variablen Region leichten Kette (V H ); siehe auch Figur 4. . 
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Als Jm wesentlichen identisch" wird ein Polypeptid pder eine Nu- 
kleinsauresequenz bezeichnet, die zumindest 75 %, 80 %, 85 %, 
oder 90 % mit der als Referenz angegebenen Aminosaurensequenz 
(SEQ ID IO: 1 und 3) oder mit der Nukleinsaurensequenz (SEQ ID 

■ / 

NO: 2 und 4) aufi/veist In einer Weiterbildung.des Polypeptide bzw. 
der Nukleinsaurensequenz sind mindestens 95 %, 98 %, 99 % oder 

100 % Identitat im Vergleich zu den angegebenen Referenzen 

■ • . 

nachweisbar. Fur Polypeptide wird die Lange des Vergleichsab- 

* i 

* 

schnitts im allgemeineri mindestens 5, 10, 15 oder wunschenswer- 
terweise mindestens 20 oder 25 aufeinander folgende Aminosauren 
aufweisen. 



30 



Das erfindungsgemaSe Polypeptid ist generierbar durch ein Verfah 
ren, das unterdem Namen Hypridoma-Technik (Kohler, Millstein, 



Nature, 1975, Vol. 256, 495) bekannt ist und die Isolation von mono- 

* * ■ • * * 

klonalen Antikbrpern ermoglicht. Es beruht auf der in vitro- 

Gewinnung von zelluiaren Hybriden die durch Zellfusion von norma^ 

- 

len Lymphozyten mit unbegrenzt lebens- und teilungsfahigen Mye- 
lomzellen (z.B. HAB-1) gewonnen werden. Die hierbei erzeugten Hy- 
bridom-Zellen weis.en Ejgenschaften beider Elternzellen auf. Dem 
entsprecherid besitzen sie die Fahigkeit der Lymphozyten, Antikorper 

zu produzieren (z.B. SAM-6.10) und die Fahigkeit der Myelomzelle 

* * *• 

zur unbegrenzten Teilung und damit zur Produktion der Antikorper in 
groSen Mengen. Jede aus der Fusion resultierende Hybridzelle stellt 
monoklonale Antikorper her deren Spezifitat von der ursprunglichen 
Lymphozytenzeile bestimmt wird. Die Hybridomzellen werden ver- 

■ • * 

mehrt und dann diejenigen selektiert, welche Antikorper der ge- 

wunschten Spezifitat produzieren. Die Kultivierung dieser Auswahl 

* • 

und deren Isolierung fuhrt zu hochspezifisch reagierenden Antikbr- 

r 

pern, welche nur mit einer bestimmten antigeneh Determinante rea- 
gieren. , . * ; 

* * 

Der Nachweis der Senkung des low density lipoprotein (LDL)- 
Spiegels (bzw. des LQL-Cholesterin Spiegels) im Blutplasmai urn bis 
zu 95 %'wufde im Tierexperiment bestatigt, ohne dass sich der HDL- 
Spiegel im nachweisbaren Bereich senkt. Wesentlich dabei ist, dass 
die Vitalfunktionen der Tiere wahrend der Gabe des Antikorpers nicht 
beeintrachtigt werden, so dass die erfindungsgemaBe Substanz bis- 
lang als Nebenwirkungsfrei bezeichnet werden kann. (Die Wirkungs- 
weise des erfindungsgemaSeh Antikorpers konnte sich in Analogie 
zum Mechanismus des bekannten Scavenger-Pathways erkfaren 
lassen.) 



Es liegt im Rahmen der Erfindung, class das erfindungsgemaSe Po- 
lypeptid zur Herstellung des Arzneimittels bevorzugt in gereinigter 
Form eingesetzt wird, wdbei zur Reinigung samtliche dem Faohmann 
bekannten Verfahren (z.B. Affinitatschromatographte, Gelfiltration) in 
Frage kommen. Als Indikation des erfindungsgemaiien Stoffes steht 
des fettsenkende Wirkung irri Vordergrund, wpbei insbesondere die 

selektive Senkung von LDL bzw. LDL-Cholesterin hervorzuheben ist. 

• • • 

Aufgrund der Eigenschaft LDL starker zu binden als HDL bewirkt das 

■ •• • • • • 

erfindungsgemafce Polypeptid einen geringen Wert fur den Quotien- 
ten aus LDL/HDL und minimiert somit das Infarktrisiko. 

* i 

t * 

i 

♦ 

Die Hilfs- und Tragerstoffe zur Herstellung eines Arzneimittels sind 

4 

derri Fachmann bekannt und korinen nach gangiger Praxis herge- 
stellt werden (siehe Remington: The Science and Practice of Phar- 
macy (20 th ed;), ed. A.R. Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins, 
2000 and Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. 
Swarbrick and J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, New York) 



Material und Methoden 

i 

* ■ * 

♦ 

Immortalisierung von Lymphozyten und Primartestung der Anti- 
korper . . ! • ( 

• * 

Zur Immortalisierung werden die Lymphozyten mit dem Heteromye- 
lorn HAB-1 (Faller et al., 1990),nach Standardprotokojl fusioniert und 
kultiviert. Kurz zusammengefasst, Lymphozyten. werden mit HAB-1 

■ • • * 4 

Zellen mittels PEG verschrholzen. Die Triome werden auf vier 24- 

■ « 

i * 

. Lochplatten ausgesat Die durchschnittliche Wachstumsfrequenz 
betragt 80-90%, 50% der wachsenden Klone sezernieren Immunglo- 
buline. Die erste Austestung der sezernierten humanen mbnoklona- 
len Antikorper erfolgt im ELISA, um den Isotyp zu ermitteln. Nachfol- 
gend konnen die humanen monoklonalen Antikorper immunhisto- 

* * * 

chemisch, genetisch, biochemisch und molekularbiologisch Analy- 

■ - * • 

siert werden. 

* • 

Benotigte Medien: 

* 

• . RPMI 1640 (Firma PAA) ohne Zusatze • . 

RPMI 1640 mit HAT-Zusatz (HATrSupplement, Firma PAA) sowie 
10% FCS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin 

• HAB-1 (Fusionspartner) zweimal mit RPMI' ohne Zusatze wa- 

* ■ 

schen 

• zentrifugieren 5 rhin bei 1500U/min 

• eingefrorene Lymphozyten (aus Milz, Lymphknoten oder Blut) 
auftauen und zweimalmit RPMI ohne Zusatze waschen, eben- 
falls zentrifugieren 

• beide Pellets jeweils in 10 ml RPMI ohne Zusatz aufnehmen und 
In der Neubauer-Zahlkammer zahlen 

* 

• im Verhaltnis von 1:2 - 1:3, Hab-1 zu Lymphozyten, fusionieren 



• die Zellpellets nach dem zweiten Waschvorgang zusammen ge- 
ben, mischen und 8 min bei 1500 U/Min zentrifugieren 

• ■ 

• das zuvor bei 37°C aufgewarmte PEG (Polyethylene Glycol 1500, 

• ■ 

Firma Roche) yorsichtig tropfeiweisie auf das Pellet unter leicht 

■ • 

. , rotierenden Bewegungen des 50 ml Rohrchens laufen lassen 

• leicht resuspendiereh und dann geriau 90 sek. im Wasserbad bei 
37°C rotieren lassen 

m. " t 

• danach wir das PEG mit RPMI ohne Zusatze herausrausgewa- 

* 

• ■ 

schen (zwei voile 10er Pipetten) 

• zentrifugieren 5 min bei 1500 U/min 

• 24 Well-PIatten ausplattieren mit 1 ml pro Well RPMI mit HAT- 
Zusatz (HAT= Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin) 

• das Pellet losen in RPMI mit HAT-Zusatz 

• jeweils einen halben ml der Zellen in ein 24 Well pipettieren 

. ■ « 

• Fusionsplatten in den Brutschrank stellen 

■ • • 

• wochentlich Mediumwechsel mit RPMI mit HAT-Zusatz 

* 

» 

m 

. ■ 

■ 

■ * * 

Reinigung des Antikorpers SAM-6.10 

■ 

Reinigung von Kulturuberstand durch Kationenaustauschchromato- 
graphie uber FPLC 

» 

• ■ » 

• • - * 

Die den IgM-Antikorper SAM-6.10 produzierenden Hybridomzellen 
wurden hierzu in einem speziellen serumfreien Zellkulturmedium 

■ * * 

(AIMV-Medium, Gibco) herangezogen und der Gehaft an IgM im 
Kulturuberstand nephelometrisch bestimmt. Zur Aufreinigung wurde 
der Kulturuberstand auf einen pH-Wert von auf 5,9 eingestellt und 
die Losung filtriert. Zur Bindung wurde eine spezielle Kationen-rSaule 
(HiTrap™ SP FF column, 5 ml, Amersham Bioscience) verwendet 
Die Saule wurde zu Beginn der Reinigung mit filtriertem Puffer A (20 
mM Phosphatpuffer, pH 5,9) aquilibriert. AnschlieRend wurde der auf. 



Eis gekiihlte Kulturiiberstand rrjit einer Flussrate von 1 ml/min auf die 
Saule aufgetragen. Nach dem Auftrag des Oberstandes wurdexlie 

* * 

< 4 w 

Saule fur 20 min und einer Flussrate von 2 ml/min mit Puffer A bis zu 

■ ■ ■ * 

einer Basislinienkonstanz gewaschen um alle nicht gebundenen 

i * * . ■ 

Proteine zu entfernen. AnschlieiJend wurde der an die Saule gebuh- 

■ *j ■ 

denen Antikorper durch Beimischung von Puffer B (20 mM Phos- 

■ 

phatpuffer, 1M NaCI, pH 8,0) eluiert und in Fraktionen gesammelt. 

* 

Der Gehalt an SAM-6. 1 0 Antikorper (IgM) in den einzelnen Fraktio- 
nen wurde im Folgenden nephelometrisch bestimmt und die Reinheit 
und Intaktheit des gereinigten Antikorpers uber SDS-PAGE undWe- 
stern-Blot Analyse uberpruft. 

4 

Tierexperimente zum Nachweis der in-vivo Wirkung des Anti- 

* • ■ 

korpersSAM.10 

-■ 

Experiment 1: 500pg gereinigter SAM-6.10 Antikorper wurden intra 
peritoneal injiziert Die LDL Konzentration im Blutseriim wurde hach 

4 

2 Tagen gemessen (Methode siehe unten). 

. ■ ■ - • . . 

Experiment 2: wie oben 

Experiment 3: Img gereinigter SAM-6.10 Antikorper wurden intrape- 

- « * 

reitoneal injiziert! Die LDL Konzentration im Blutserum wurde nach 
14 Tagen gemessen. 

• 9 
■ * « * • * 

• " * * 9 9 

Kontrolle A: Normalwerte Kontrollmaus 

Kontrolle B: Normalwerte Kontrollmaus 

■ 

■ 

Die Serumkonzentration von LDL ist bei den. mit SAM-6.10 behan- 
delten Mausen bis zu 95% reduziert (siehe Figur 5). 



Toxizitat 

500ug bzw. 1mg gereinigter SAM-6.10 Antikorper wurde Mausen 

* • ■ 

intraperitoneal mjiziert. 

■ * 

'© keine akute Toxizitat 

4 * 

. • keine latente Toxizitat (Zeitraum 3 Monate). 



Die Organe der getoteten Mause aus Experiment 1 , 2 und 3 (siehe 

• • * * 

oben) wurden entnohnmen und untersucht: Leber, Lunge, Herz, Milz, 
Dunndarm, Dickdarm, Nieren, Magen und Gehirn wiesen keine mor- 

* . • 

: phologischen Veranderungen auf. Daruber hinaus wurden die Orga- 
ne immunhistochemisch auf eventuelle Lipideinlagerungen unter- 
sucht. Die Farbung mit Sudan III zeigte in keinem Organ eine Einla- 
gerung von Lipiden. 

m « * ■ » 

4 * 

Die Organe der getoteten Mause wurden in Formalin fixiert und in 

• ■ ' ■ ■ ■ 

Paraffin eingebettet Die Farbung erfolgte mitdem Farbstoff Sudan III 

. ■ . • 

nach folgendem Protokoll:. N 

■ 

* * 

• • . ■ - » 
■ ■ » * 

Sudan lil-Farbung auf Parafffinschnitteh 

* • 

Entparaffinierung: 
■ . . • Xylol 1 5 min 

• , Xylol 2 5 min 

• 100% Ethanol 1 5 min 
. • 100% Ethanol 2 5 min 

• Methanol 70ml 
+ H 2 0 2 500|J| 5 min 

• 90% Ethanol 1 3 min 

• 90% Ethanol 2 3 min 

• 80% EthanOl 1 3 min 

• 80% Ethanol 2 3min 

• 70% Ethanol 1 3 min 

• 70% Ethanol 2 3 min 

• Schnitte in PBS stellen 

• Schnitte 15 min mit Sudan III inkubieren 



• waschen mit Aqua dest. 

• 1 x in 60% Isopropanol eintauchen 
© waschen mit Aqua dest. 

• Gegenfarbung mit Hamalaun fur 6 min 

• Schnitte 10 min wassern, waschen mit Aqua dest und mit Glyce- 

ringelatine eindeckeln 

. . •. . ■ ■ 

Bestimmung von Lipiden in Blutproben 

•• ' • . ' . 

Die Messung der verschiedenen Lipide im Blutserum wurde automa 

♦ * * ' 

tisch mit dem MODULAR D P800 Gerat (Roche) vorgenommen. 
Die' Bestimmung des LDL-Cholesterinwertes erfolgte durch eine en 
zymatische, kolorimetrische Methode (CHOD/PAP) ohne Probenvor 
behandlung. 

■ 

Testprinzip: 

• • * ■ 

HDL, VLDL und Chylomikronen werden von einem Detergenz'1 spe- 
zifisch hydrolysiert Das in diesen Lipoproteirien fre|geset4e Chole- 

« 

sterin reagiert sofbrt durch die enzymatische Wirkung der Cholesteri- 

■ 

nesterase (CE) und Cholesterinoxidase (CHOD) und es en'tsteht 
Wasserstoffperoxid. Dies bildet mit 4-Aminoantipyridin in Anwesen- 
heit einer Peroxidase (POD) ein farbloses Produkt. Wahrend dieses 
Schrittes. bleiben die LDL-Partikel intakt. Die Reaktion von LDL- 

* » 

Cholesterin wird durch Zugabe von Detergenz 2 und der Kupplungs- 

♦ 

substanz N,N-bis(4-Sulfobutyl)-ifi-toluidin (DSBmT) ausgelbst. Das 1 

zweite etergenz setzt Cholesterin^in den LDL-Pahikeln frei. In der 

enzymatischen Reaktion wird in Anwesenheit der Kupplungssub- 

stanz ein Farbstoff gebildet. Die Intensitat des gebildeten roten 

Chinoniminfarbstoffs ist direkt proportional zur LDL-Cholesterin- 
• *. . ' . • • ■ 

Konzentration, Sie wird durch Messung der Extinktionszunahme bei 

552 nm bestimmt 



ELISA (LDL/HDL) , . 

- ELlSA-PIatte vorbeschichten mit LDL (Lipoprotein Low Densi 
tyfrom Human Plasma, Firma Sigma, 10ug/ml in PBS) Oder HDL 
(Human HDL, Firma Chemicon ,10ug/ml .in PBS) -» 50 jxl pro well 

- Platte abdecken und Qber Nacht bei 4°C lagern 

- am nachsten Tag Platte 2 x rnit PBS waschen 

- 100 jlxI RPMI in jedes well pipettieren. und fur.i h bei RT inkubie- ; 
ren 

- danach 2 x mit PBS waschen 

- \50 |jJ der jeweiligen Positivkontrplleri in je 2 wells pipettieren 

(Doppelbestimmung) 

Positivkonfroll'e: Mab to human LDL Mouse lgG2a 1:1000 in PBS 

■ * 

> * • 

- daneben 50 jlxI RPMI als Negativkontrolle (Doppelbestimmung) 

- 50 pJ der Proben (Oberstand SAM6.10) (Doppelbestimmung) ne- 
beneinander pipettieren 

- 1 h im Brutschrank inkubieren / 

- 2 x mit PBS waschen 

» 

- 2 x mit PBS/0,05% Tween. waschen 

■ 

• • . 

- 2 x mit PBS waschen 

- 50 jal der jeweiligen 2. AK (Peroxidase konjugiert) pipettieren: 
rabbit anti human IgM 1:1000 in PBS/0 ,05%Tween (fur SAM- . 
6.10) 

rabbit anti Mouse IgGs 1:1000 mit PBS Tween (fur Positivkon- 
trolle LDL) . 

- 1h im Brutschrank inkubieren 

- . 2 x mit PBS waschen * 

.■ • 

- 1 x mit PBS/0,05% Tween waschen 
2 x mit PBS waschen 
2 x mit Citratpuffer waschen 



- zum Auswerten: OPD Tablette (Dako, Hamburg) in Cifratpuffer 
losen + H 2 0 2 (3 ml Citratpuffer + eine Tabl. + 5 pi H 2 0 2 ) 

- 50 jixl Farbstoff in jedes Well pipettieren ■ 
• ' ■ . •• 

- bei positiver Reaktion (gelbe Farbung) mit 10 ^ 3 M H 2 S0 4 stop- 
pen 

. » 

» 

■ 

* * • * 

Erlauterung der Figuren 

Figur 1 zeigt die Aminosauresequenzen (SEQ ID NO 1) dervariablen 
Region der leichten Kette (V L ). 

' * * * 

Figur 2 zeigt die NucleotidsSuresequenz (SEQ ID NO 2) der varia- 

• * 

blen Region der leichten Kette (V L ). Die complementarity-determining 
regions (CDR) sind durch Querstriche gekennzeichnet und im.we- 
sentlichen identisch mit.den Nucieotiden 67-99 (CDR1), 145-165 
(CDR2) und 262-288 (CDR3) von SEQ ID NO 2: 

Figur 3 zeigt die Aminosauresequenzen (SEQ \D NO 3) der variablen 
Region der schweren Kette (V H ). . 

■ ■ ■ i • ■ 

. .* • i 

_ ; . 

Figur 4 zeigt die Nucleotidsauresequenz (SEQ ID NO 4) der varia- 

* 

blen Region der schweren Kette (V H ). Die complementarity- 

I 1 ■ * ■ 

determining regions (CDR) sind durch Querstriche gekennzeichnet 
und im wesentlichen identisch mit den Nucieotiden 91-1 05 (CDR1), , 
148-198 (CDR2) und 295 r 330 (CDR3) von SEQ ID NO 4. 

• * 

... 

* • 

■ 

■ • 

Figur 5 dient zum Nachweis der Wirkung des erfindungsgemaSen 

. ■ ■ 

Stoffs. Figur 5 soil jedoch nur zur Eriauterung und nicht zur Ein- 
schrankung der Erfindung dienen. Figur 5 zeigt die in vivo Wirkung 
von SAM-6.10. Im beschriebehen Tierexperiment mit Mausen kommt 

* 

es zu einer Reduktion der Serumkonzentration von LDL nach SAM- 
6.10 Behandlung urn bis zu 95 %. 



Patentan. sprflche 

' * 

1. Gereinigtes Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, dass 

- die Aminosauresequenz des Polypeptids im wesentlichen 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 1 
und/oder SEQ ID NO:3, und 

- das Polypeptid low density lipoproteins (LDL), irisbesondere 

■ > 

LDL-Cholesterin, bindet. 

• . . ... 

* * 

2. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Bindung des Polypeptides oder der Frag- 
mente des Polypeptids an low density lipoproteins (LDL) und very 

■ 

low density lipoproteins (VLDL) starker ist als die Bindung an high 

* • . ■ 

density lipoproteins (HDL). 

• ■ .. • 

■ 

* i ■ 

3. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Polypeptid oder Fragmente des Poly- 
peptids und die im menschlichen und tierischen Korper vorkom- 
menden low density lipoproteins (LDL) komplementare Carbohy- 

* 

drat-Strukturen aufweisen. 

■ » 

■ 

* 

< 

4. Gereinigtes Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid eiri Antikor- 
per oder ein funktionelles Fragment davon ist 

5. Gereinigtes Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein funktio- 

M m 

nelles Fragment einer der nachfolgend genannten Gruppen von 
V L> V H , F v , F c , Fab, Fab', und F(ab') 2 ist. .'* 



6. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 

zeichnet, dass die Aminosauresequenz der variablen Region der 

, ... . ■ . 

leichten Kette (V L ) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID NO 1 
und/qder die Aminosaureseiquenz der variablen Region der 
schweren Kette (V H ) im wesentlichen identisch. ist mit SEQ ID NO 

w » » 

# ' ^ 

7. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 

. «... ■ 

zeichnet dass die Nucleinsauresequenz der variablen Region 
der leichten Kette (Vl) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID 

■ » 

NO 2 und/oder die Nucleinsauresequenz der variablen Region 
der schweren Kette (Vh) im wesentlichen identisch ist mit SEQ ID 

4 * * • * 4 

• . • .... 

NO 4. . / 

. • • • • 

■ . • 

• - 

* » ' 4 • 

8. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn- . 

» ■ ■ , ■ 

zeichnet, dass die genarinten Fragmente ein Fragment der Ami- 

■ . . . * 

riosSuresequenz der SEQ ID NO 1 Oder der SEQ ID NO 3 bein- 
haltieh. ' . 

* * • • . » 

9. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 

.... 

zeichnet dass die genannten Fragmente ein Sequenzfragment 
enthalten, das im wesentlichen identisch ist mit der Aminosaure- 
sequenz von SEQ ID NO 1 oder SEQ ID NO 3. 

■ 

10. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

■ 

zeichnet dass das Polypeptid im wesentlichen identisch ist mit 

• i 

* 

der Aminosauresequenz von SEQ ID NO 1 . 



1 1 . Gereinigtes. Polypeptid nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Polypeptid im wesentlichen identisch ist mit 
der Aminosairresequenz von SEQ ID NO 3. 

■ 

■ 

12. Gereinigtes Polypeptid nach einem der Anspruche .1 und 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Polypeptid Nucleinsaurese- 
quenzen beinhaltet, die im wesentlichen identisch sind mit den 

• » 

Nucleotiden 67-99 (CDR1), 145-165 (CDR2) und 262-288 
(CDR3) of SEQ ID NO 2. 

■ 

13. Gereinigtes Polypeptid. nach einem der Anspruche 1 und 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Polypeptid Nucleinsaurese- 
quenzen beinhaltet, die im wesentlichen identisch sind mit den 
Nucleotiden 91-105 (CDR1), 148-198 (CDR2) and 295-330 
(CDR3)ofSEQIDN0 4. . . .. 

■ ♦ 

' . • ■ 

* . • * ■ 

14. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

■ 

zeichnet, dass das Polypeptid von eine.r hinterlegten Hybridom- 

• < 

■ 

zelllinie, die am 7. November 2003 mit der Bezeichnung „SAM 
6.10" bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) hinterlegt wurde, expri- 

■ 

■ « 

miertwird. 

* 

- 

* * 

15. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID 

■ ■ . 

NO:1 beinhaltet. 

16. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID 
. NO:3 beinhaltet. 

* 

• i ■ 

17. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID 
NO:1 und/oder SEQ ID NO:3 beinhaltet 



18. Gereinigtes Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID 
NO:1 und/oder SEQ ID NO:3 beinhajtet und von der Hybri- 
domzelllinie, die am 7. November 2003 mit der Bezeichnung 
„SAM 6:10" bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorga- 

• nismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) hinterlegt wurde, 

* ■ • ■ * 

exprimiert wird. ' 

* ■ 

1 9. Complementarity-deterrnining regions (CDR) bder funktionelle 

■ 

Fragmente davon, welche die Artiinbsauresequenzen Ser-Gly- 

» ■ 

Asp-Lys-Leu-Gly-Asp-Lys-Tyr-Ala-Cys (CDR1) oder Gln-Asp-Ser- 
Lys-Arg-Pro-Ser (CDR2) oder Gln-Ala-Trp-Asp-Ser-Ser-lle-Val- 
Val (CDR3) of SEQ ID NO: 1 und/oder Ser-Tyr-Ala-Met-His 
(CDR1) oder Val-lle-Ser-Tyr-Asp-Gly-Ser-Asn-Lys-Tyr-Tyr-Ala- 
. Asp-Ser-Val-Lys-Gly .(CDR2) oder Asp-Arg-Leu-Ala-Val-Ala-Gly- 
Lys-Thr-Phe-Asp-Tyr (CDR3) SEQ ID NO: 3. 

• • ■ 

.20.Gereinigtes Polypeptid nach einem der Arispruche 1 und 13 bis 
17, dadurch gekennzeichnet, dass das Pplypeptid nach dem in 
. Anspruch 21 beanspruchten Verfahren generierbar ist. 

* • 

a . 

21. Verfahren zur Generierung eine Antikorpers nach der Hybridom- 
technik, dadurch gekennzeichnet, dass die Hybridom-Zellen 

■ ■ 

durch Fusion der Heteromyelom-Zellen HAB-1 sowie deren Sub- 

klone mit B-Lymphozyten gewonnen werden, welche aus huma- 

* . • ■ ■ 

nen Milzen, Lymphknoten oder Blut entnommen sind. 

.. • ■ • • • • i 

22. Gereinigtes Polypeptid nach einem der Arispruche 1 und 13 bis 

18 ; dadurch gekennzeichnet, dass das Polypeptid ein monok- 
lonaler Antikorper ist. 



23. Gereinigtes Polypeptid nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Polypeptid ein humaner monoklonaler An- 
tikorper ist. 

. . . , 

24. Verwendung eines. Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
■ AnspriicHe in Kombination mit ublichen Hilfs- und/oder Trager- 

stoffen zur Herstellung eines Arzneimittels mit fettsenkender Wir- 

« * * * 

kung. 

■ 

# 

* « 

* * 

25: Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche zur Herstellung eines Arzneimittels zur Senkung von 
low density lipoproteins (LDL) im Blut. 

* « 

* 

- • 

■ • 

• • . . • . • - • . 

26. Verwendung des Polypeptids nach einem der vorhergehenden 

AnsprQche zur Herstellung eines Arzneimittels zur Senkung von 
LDL-Cholesterin. 



i 



<1 1 0> Prof. Dr. Muller-Hermelink, Hans Konrad 
Prof. Dr.'Vollmers, H. Peter . 

. . • • ' 1 

<120> Humaner monoklonaler Antikorper 
<160>4 ... 

■ . • . * * 

<210>1 ■ . 

<211>96 ' 
<212> DNA ' 
<213> Homo sapiens 

• " ' k ■' • ' " ' • ' ' ' 

<223> Axninosaure-Sequenz der variablen Region der leichten Immunglobulinkette (V L ) des 
Antikfirpers SAM-6.10 



* « 



<400> 1 ... 

* 

' ' . ■ 

er Tyr Val Leu Thr Gin Pro Pro Ser Val Ser' Val Ser Pro Gly 
V - 5 10 15 



■* ' 
Gin Thr Ala Ser . lie Thr Cys Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys 

20 . 25 " . 30 



Tyr Ala Cys Trp, Tyr. Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Val Leu 

.35 40 45 

Val lie Tyr Gin Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly He Pro Glu Arg 

50 -55 '60 



Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr He Ser 

65 70 75. 



Gly Thr Gin Ala Met Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr. Cys Gin Ala Trp 

80 .85 ~ . 90 



Asp Ser Ser He Val Val 

95 ( 



Figur 1 



<210>2 
<211>288 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 

. * - • 

t : 

« 

<223> Nukleotid-Sequenz der variablen Region der leichten Immunglobulinkette (V L ) des 

Antikorpers SAM-6.10 
<400>2 



tec tat gtg* ctg act cag cca ccc tea gtg tec gtg tec cca gga 
Ser Tyr Val Leu Thr Gin Pro Pro Ser' Val Ser Val Ser Pro Gly 
'l ; 5 * 10 15 

CDR1 



cag aea gee age ate ace tgc tct gga gat aaa ttg.ggg gat aaa 
. Gin. Thr Ala Ser He Thr Cys Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys 

20. 25 30 



45 



90 



tat get tgc tgg tat cag cag aag cca ggc cag tec cct gtg ctg 
yr Ala Cys T-rp" Tyr Gin Gin Lys 'Pro Gly Gin Ser Pro Val Leu 

35 * 40 ' 45 

CDR2 . 



gtc ate tat caa gat age aag egg ccc. tea ggg ate cct gag cga 
Val He Tyr Gin Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly .He Pro Glu Arg 

50 55 60. 



135 



180 



■ ■ 

ttc tct ggc tec aac tct ggg aac aca gee act ctg ace ate age 
Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr He Ser 

65 70 ■ 75 



225 



ggg ace cag get atg gat gag get gac tat tac tgt cag gcg tgg 
Gly Thr Gin Ala Met Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gin Ala Trp 

' 80 ' 85 • • ' . 90 

■ * * 

CDR3 



gac age agcatt gtg gta 
Asp . Ser Ser He Val Val 

. 95 



270 



288 



Figur 2 



. 3 « -no oo ■ a « - 

• . • o » o <» •> 0,9 

<21G> 3 

<211> 110 • ■ • 

<212>DNA 

<213> Homo sapiens ' 

■ ♦ 

<223> Aminosaure-Sequenz der variablen Region der schweren Immunglobiiliiikettie (Vh) des 
Antikoipers SAM-6.10 

• * 

<400> 3 

• . - ' . . I- 

Gin Val Gin Leu Val .Glu Ser Gly Gly Gly'Val Val* Gin Pro. Gly 

1 5 10 i 15 

• • . . • 



Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser 

20 25 30 



Ser Tyr Ala Met His Trp Val Arg Glu Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

35 40 • 45. 

* ' • 

Glu Trp Val Ala Val lie Ser. Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr 

50 55 60 

■ 



Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ser 

65 .70 75 



,Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp 

80 85 ' ' , 90 . 



* 

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Leu Ala Val Ala Gly 

95 . 100 105 



Lys Thr Phe Asp Tyr 

110 




Figur 3 



<210>4 

<211>330. 

<212>DNA 

<2 1 3> Homo sapiens 



<223> Kukleotid-Sequenz der variablen Region der schweren Immunglobulinkette (V H ) des 
Aiitikorpers SAM r 6.10 '. . J 

<400> 4 • 



cag gtg cag ctg. gtg gag tct'ggg gga ggc gtg gtc cag cct ggg 
Gin Val Gin Leu Val Glu ■ Ser Gly Gly ' Gly Val Val Gin Pro Gly 
■ 1 5 10 15 



45 



• • •.- 

agg tCc ctg aga etc tec tgt gca gec tct gga ttc acc ttc agt 

Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser. 

• 20 • * 25 30 

CDR1 



age tat get. atg cac tgg gtc cgc cag get cca ggc aag ggg ctg 

Ser Tyr Ala. Met ' His Trp .Val Arg Glu Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

35. - 40 . ^ 45 

• • . • 

CDR2 

gag tgg gtg gca gtt ata tea tat gat gga age aat aaa tac tac 

Glu Trp Val Ala Val He Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr 

. / 50 ' 5 5 ! ' • ~ 60 ' 



90 



135 



180 
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